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Robert Hoffman 

Mikroskopiersysteme, insbesondere geeignet zum Betrachten 

transparenter Objekte 



und " k ! ErfindUn? betrifft oPtische Systeme im allgemeinen 
Tut l nSbe5 T deTe 6ine Vorrichtung, we iche insbesondere 

zur Vervendung in einem Mikroskopiersystem geeignet ist, urn es 
dem Betrachter zu ermogl ichen , Phasenobjekte, bzv. durchsichtige 
• Objekte zu betrachten. y 

» 

AUS deni Stand der Technik ist bekannt, daB gevisse . 
Objekte mxt einem gevohnlichen Mikroskop und mit gev5hnlicher 
Beleuchtung nicht betrachtet verden konnen. Derartige Objekte 
sind unter solch gevohnlichen Bedingungen im vesentlichen 
durchsichtig und verden manchmal als Phasenobjekte bezexchnet. 

Ein solches Objekt kann beispielsveise eine dUnne 
transparente, aber inhomogene Schichte sein, welche beispiels 
W61Se aUS einem °P tisch dichteren Korper besteht, velcher in 
einem dttnneren Umgebungsmedium eingebettet ist, vobei zvischen 
Objekt und Medium eine relativ scharfe Grenze besteht. Sovohl 
das^Objekt als auch das Medium haben relativ gleiche Durchiassig- 
kext, aber sie veisen auch einen Unterschied in der Phase auf . 

In einem gevohnlichen Mikroskop gevShrleisten Phasen- 
unterschiede gleiche Intensity und daher ist das Objekt vom 
Medxum nxcht zu unterscheiden oder das Objektbild ist vom 
benachbarten Bild nicht zu unterscheiden. 

Da auBerdem das Auge fur Intensity und nicht fUr Phase 
empfindlich ist , sind derartige Qb , ekte unsichtbar> ve J hase 

sie dxe Phase der durch sie hindurchtretenden Lichtvelle ver- 
zogern oder beschleunigen. 

Es gibt eine Reihe von Spezialmikroskopen, die es dem 
Bentttzer ermoglichen, solche Phasenobjekte zu betrachten 
I>erartige Mikroskope verden als^ Phasenkontrastmikroskope oder als 
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Interferenzmikroskope bezeichnet . Eine gute Beschreibung dieser " 
Art von Mikroskopen gibt das Buch "Analytical Cytology" von 
R. Barer, Kapitel 3,. Verlag McGrav-Hi.ll, N.Y. (1965). Das 
Phasenkontrastmikroskop, welches manchraal als Zernike Phasen- 
kontrastmikroskop bezeichnet vird, ist mit einer Phasenplatte 
ausgestattet. Eine solche Platte weist in der Mitte eine ring- 
formige Region auf , welche sich mit einer ringformigen Offnung 
im Licht quel lengehause deckt; die mittlere Region wird bei- 
spielsweise durch das Ablagern eines Ringes aus einem phasen- 
andernden Medium gebildet, welches zusatzlich ein absorbierendes 
Medium hat, das dazu dient, dem gesamten auf dem Bild auf- 
treffenden Licht durch die mittlere Region einen Weg zu schaffen, 
welcher sich urn ein Viertel einer Wellenlange von dem Licht 
unterscheidet, das an der mittleren Region wrbeigeht. Aufgrund 
dieser Region ist daher das Bild des Objektes entweder heller oder 
weniger hell als das der Umgebung, was vom an der Phasenplatte 
eingefUhrten Phasenunterschied abhangt . In einem solchen System 
erzeugt gebrochenes Licht, welches durch die mittlere Region 
hindurchgeht , Lichthefe urn das Bild. 

Das Interferenzmikroskop ist auch eine Phasenvorrichtung 
und f unlet ioniert ebenfalls durch EinfUhren einer Inhomogenitat , 
um eine Phasenverschiebung zu bewirken und urn dadurch zu 
ermoglichen, ein Objekt von seiner Umgebung unterscheiden zu 
kbnnen. Ein Nachteil des Interferenzmikroskops besteht im 
Lichtverlust an den einzelnen halbreflektierenden OberflSchen 
und in der Notwendigkeit der Polarisation, sowie in der Ab- 
Mngigkeit von spannungsfreien optischen Teilen und schlieBlich 
in der hohen Prazision, welche fur die Konstruktion doppelt- 
brechender Elemente notwendig ist . Derartige Mikroskope werden 
hSufig in der Gewebeuntersuchung und auf ahnlichen Gebieten 
verwendet . 

Vor kurzem wurde eine neue Vorrichtung geschaffen, 
welche Gegenstand der US Anmeldung Nr. 476 518 vom 5.Juni 1974 
mit dem Titel "Kontrastmodulationsmikroskop" ist. 

Diese Vorrichtung verwendet die GroBe der Amplitude 
des durch ein Phasenobjekt hindurchtretenden Licht strahles . ' 
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Dadurch daB man ausgewahlte Abschnitte der Amplitude des Lichtes 
verwendet, velches durch die Fourier Ebene eines optischen 
Systems, vie es z.B. in einem Verbundmikroskop gegeben ist, 
hindur ch.tr it t f kann man die Phasengradienten eines transparenten 
Objektes sichtbar machen, indem man die Phaseninf ormat ion in 
Intensitatsschvankungen in der virklichen Bildebene des Mikroskops 
umvandelt. Die Anmeldung beschreibt einen einzigartigen und 
billigen Modulator, velcher in der Fourier Ebene angeordnet 
ist und Regionen mit unterschiedlicher Durchlassigkeit hat, was 
dazu dient, Unterschiede in der Licht amplitude zu schaffen, velche 
solche Phasenobjekte vollkommen sichtbar machen. 

Durch die vorliegende Erfindung v.erden die Nachteile 
des Phasenkontrastmikroskops und des Interf erenzmikroskops 
ausgeschaltet . Ziel der Erfindung ist es, Objekte auf einfachere 
Art und unter Vervendung billigerer Bestandteile sichtbar zu 
machen. Dieses Ziel wird erf indungsgemafl durch eine Vorrichtung 
zur Untersuchung mikroskopischer, transparenter Objekte erreicht, 
velche aus einem Verbundmikroskop besteht, in velchem eine Ein- 
richtung zur Beleuchtung des Objektes mithilfe eines gesteuerten 
Lichtstrahles vorgesehen ist. Eine veitere Einrichtung zum 
selektiven Modulieren der Amplitude von Abschnitten dieses 
Strahles nach seinem Hindurchtreten durch das .Objekt ist eben- 
falls vorhanden. Daraufhin treffen sich die Strahlen vieder, urn 
im Bild zu interf erieren, worauf Phasengradienten im Objekt 
sichtbar gemacht verden. 

Ein Mittel zur Herstellung eines gesteuerten Strahles 
zur Beleuchtung des Objektes besteht in einem eng gevendelten 
Leuchtfaden von im allgemeinen rechteckiger Konf iguration, 
velcher in einer der Fourier Transf ormat ionsebene konjugierten 
Ebene angeordnet ist. Dann vird der Faden durch den Kondensor 
und das Objektiv des Mikroskops abgebildet, urn eine Fourier 
Transf ormat ionsebene zu schaffen. Ein Lichtmodulator mit 
Abschnitten unterschiedlicher Densitat ist in der Fourier 
Transf ormat ionsebene angeordnet, sodafl das Bild des Fadens auf 
eine spezif ische Region des Modulators fallt und mit dieser 
abgestimmt vird. Ist kein Objekt vorhanden, so tritt das gesamte 
durch das Mikroskop hindurchtretende Licht durch diese 
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Abstimmungsregion. Zu beiden Seiten dieser spezifischen Region 
befindet sich je eine Region mit unterschiedlicher Densitat, 
bzw. optischer Durchlassigkeit , so dafl das durch den Modulator 
veitergegebene Licht auf der einen Seite des Fadenbildes von 
viel groBerer Intensitat ist als auf der anderen Seite des Bildes 
Licht, welches durch diesen neuen Modulator hindurchtritt, vird 
in der Bildebene des Mikroskops verteilt, interferiert selektiv 
und macht so Phasengradienten sichtbar. Die relative Helligkeit 
des Gradienten gegeniiber der Hintergrundintensitat ist das 
Verhaltnis der Entfernung, in der das Bild' des Fadens zur Breite 
der abgestimmten Region des Modulators verschoben ist. 

Die Erfindung vird nun anhand der Zeichnungen naher : 
erlautert, vobei Fig. l ein Diagramm einer schemat ischen Dar- 
stellung einer AusfUhrungsform der optischen Elemente entlang 
der optischen Achse des Mikroskops darstellt. Fig. ia bis IB 
sind schematische Diagramme optischer Bestandteile gemafi Fig. l 
im GrundriB. Fig. 2 ist ein diagrammatischer GrundriB einer 
vervendeten Lampenanordnung . Fig. 2A zeigt einen diagrammat ischen 
GrundriB eines Modulators in der Fourier Transf ormationsebene 
auf der RUckseite des Objektivs. Fig. 3 veranschaulicht 
schematisch das erf indungsgemaBe Verfahren. Fig. 4 ist ein 
Diagramm der relativen Lichtdurchlassigkeit einer erfindungs- 
gemaB verwendeten AusfUhrungsform des Modulators. Fig. 5 zeigt 
die Betrachtung eines trapezformigen Objektes und eine 
graphische Darstellung seines Bildes durch das Mikroskop . 
Fig. 6 ist eine ahnliche Ansicht vie Fig. 5, doch zeigt sie ein 
in der Betrachtung aus bogenformigen Abschnitten bestehendes 
Objekt. Fig. 7 ist eine schematische Darstellung einer anderen 
AusfUhrungsform der Erfindung zur Betrachtung opaker Objekte 
mittels Reflektion. Fig. 8 ist ein GrundriB eines erfindungs- 
gemafl verwendeten Modulators. Fig. 9 ist eine Draufsicht auf 
eine abgeanderte AusfUhrungsform des Modulators und Fig. 10 
stent eine weitere AusfUhrungsform des erf indungsgemaBen 
Modulators dar. 

Wie bereits ervahnt vird in der US Anmeldung Nr. 
476 518 ein Mikroskop beschrieben, velches die Kontrastmodulation 
verwendet, urn die Betrachtung eines Phasenobjektes zu ermagiichen. 
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In jener Anmeldung ist der Modulator ira Detail beschrieben, ebenso 
vie die Vervendung einer beliebigen Sffnung, bzv. eines Schlitzes, 
velche vervendet vird, urn die Fourier Ebene' oder die Ebene zu 
erzeugen, in der der Modulator angeordnet ist. Wie noch nach-' 
folgend beschrieben verden vird, hat man gefunden, da3 der 
Schlitz, bzw. die offnung, weggelassen und in der Funktion durch 
eine Lampe ersetzt verden konnen. Die Larape hat einen band- 
formigen Faden oder einen eng gevendelten Faden. Bin vesentliches 
Merkmal besteht darin, daB der Faden der Lampe relativ fiach und 
rechteckig ist. Auf diese Weise vird bevirkt, daB das Bild des 
Fadens mit der Fourier Ebene zusammenfallt und direkt auf sie 
und somit auf den dort angeordneten Modulator fallt. Dadurch 
daB die Offnung vegfallt, erzielt man eine hohere Wirksamkeit, 
u.zv. dadurch, daB eine groBere Intensitat und GleichmaBigkeit 
des Lichtes am Modulator, bzv. in der Fourier Ebene gegeben ist. 

In der nachfolgenden Beschreibung der Zeichnungen 
vurden gleiche Zahlen zur Bezeichnung gleicher Teile verwendet. 
Wahrend hier die Vervendung des Modulators und die Technik eines 
Verbundmikroskopes -beschrieben ist, vird vorausgesetzt, daB 
die Technik und Struktur auch auf dem allgemeinen Gebiet der 
optischen Instrumente vorteilhaft angevendet werden kann. 

In Fig. l i s t ein erf indungsgemaBes Verbundmikroskop 
dargestellt. Mit 1 ist eine Lichtquelle bezeichnet, velche -in 
einer GlUhlampe oder einer ahnlichen Lampe mit eng gevendeltem 
Faden besteht; dieser Faden ist im allgemeinen flach und recht- 
eckig und vird auch als Bandfaden bezeichnet. Ein Beispiel fUr 
eine geeignete Lampe ist die 9A/TA - 6 Volt Lampe, velche von 
vielen Firmen erzeugt vird. 

Das Licht vom bandformigen Faden der Lichtquelle 1 vird 
durch die Kondensorlinse 5 und das Objektiv 7 fokussiert, urn 
die Fourier Transf ormationsebene herzustellen, velche die Lage 
des Modulators 8 bestimmt. Diese Fourier Ebene vird durch die 
Fokussierung oder die Konzentrierung des Bildes der Lampe 1 
auf die mittlere Region des Modulators 8 geschaf fen. 
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Zur naheren Erlauterung der Erfindung sind jene Bilder, 
velche in alien der Lichtquellenof fnung konjugierten Ebenen 
erzeugt werden, auf der linken Seite der Fig. l im GrundriB 
dargestellt. Eine Anscht des Objektes und seiner entsprechenden 
Bilder, welche in den darauf f olgenden konjugierten Ebenen erzeugt 
werden, sind auf der rechten Seite im GrundriB dargestellt. 

Der Faden der Lampe 1 kann zuerst mittels der 
Fokussierungslinse 2, welche ein typischer Bestandteil eines 
gewohnlichen Mikroskopes ist, fokussiert werden. Die Funktion der 
Linse 2 besteht im allgemeinen darin, zur VergroBerung .oder 
Verkleinerung des Fadenbildes beizutragen, urn zu gevahrleisten, 
dafl das Bild auf der mittleren Region des in der Fourier Ebene 
angeordneten Modulators 8 genau registriert werden kann. Eine 
optisch plane Glasplatte oder ein Prisma 4 kann vor dem Kondensor 
angeordnet sein oder sie kann je nach dem verwendeten optischen 
System anderswo angeordnet sein oder sie kann auch veggelassen 
werden. Die optische Platte 4 kann urn ihre Achse gedreht oder 
gekippt verden und dient dazu f das Bild des Fadens gegenUber 
der Abstimmregion 19 des Modulators 8 zu verschieben. Dem 
BenUtzer der Vorrichtung vird es dadurch ermoglicht, das AusmaB 
der Kontrast modulation zu steuern. Der Lichtstrahl oder das Bild 
des Leuchtfadens wird sodann auf an sich bekannte Weise durch den 
Kondensor 5 zerstreut, urn das gesamte Feld des Mikroskopes 
zu umfassen oder zu decken, vahrend sich das Objekt in der 
Objektebene 6 befindet. 

Der Strahl tritt durch die Objektebene 6 und von dort 
durch das Objekt iv 7 hindurch r velches dazu dient, urn das Bild 
des Leuchtfadens in der Fourier Transformationsebene 8, die, 
vie dargestellt, hinter dem Objekt iv 7 oder auf der Ruckseite 
des Objektivs 7 angeordnet ist, in den Fokus zu bringen. 
Bekanntlich gibt es jedoch viele Fourier Ebenen und in der Praxis 
kbnnte die Ebene vor dem Objekt iv 7 angeordnet sein und viele der 
Vorteile der Erfindung wiirden dennoch erhalten bleiben. 

Auf jeden Fall wird das Bild des Fadens auf dem 
Modulator 8, welcher sich in dieser Ebene befindet, genau 
registriert. Das Registrieren wird erreicht, wenn das gesamte 
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Licht, welches fokussiert wurde und fiir den Leuchtfaden 
represent at iv ist, bei Fehlen eines Objektes in der Objektebene 6 
durch die mittlere Abstimmregion 19 des Modulators hindurch- 
tritt (siehe Fig. 2A) . 

Das Objekt 15 in der Ebene 6 wird durch das Objektiv 
abgebildet und erzeugt ein wirkliches Bild 16 in der Bildebene 9. 
Die Bildebene 9 ist die Ebene des wirklichen Bildes, wie sie 
in der herkgmmlichen Mikroskopierterminologie verstanden vird. 
Das Okular 10 ist vor der Gesichtsebene 11 angeordnet, wo sich 
eine Kamera, ein Film oder das Auge des Beobachters befinden, 
urn das Bild des Objektes 15 entweder zu betrachten, zu speichem, 
zu phot ographieren oder zu verarbeiten. 

WShrend in der vorhin ervShnten Anmeldung eine Offnung 
beschrieben ist, welche dazu dient, ein auf dem Modulator 8 
zu f okussierendes Bild zu erzeugen, kann diese Offnung beispiels- 
weise durch den Leuchtfaden 18 gemaB Fig. 2 ersetzt verden. 

Es gibt viele Lampen mit eng gewendeltem Faden. 
Geeignete Ausftihrungsf ormen verden in der Autoindustrie ver- 
vendet. Im allgemeinen sind gewisse derartige Faden zylindrisch 
gevickelt und erscheinen im GrundriB rechteckig. Es gibt auch 
runde Drahtfaden, welche im GrundriB ebenfalls rechteckig er- 
scheinen. Einige Firmen stellen Lampen mit einem flachen band- 
formigen Faden her. Jeder dieser Faden erfUllt seinen Zweck, 
solange die Beleuchtung bzw. Intensitat glachmaBig ist und 
solange das Bild des Fadens in der Fourier Ebene in einer gleich- 
maBigen Lichtspur fokussiert oder registriert verden kann. Die 
Form des Fadens ist also von Bedeutung, aber dennoch. nicht 
kritisch, solange die Funktionen erfUllt werden und daher gibt 
es eine groBe Anzahl von im Handel erhait lichen Lampen, welche 
geeignet sind. 

* 

Der in der Fourier Transformationsebene angeordnete 
Modulator 8 ist in Fig. 2A dargestellt . 

Wie bereits erwahnt, wird bei Nichtvorhandensein eines 
Objektes in der Objektebene 6 das Bild des rechteckigen Fadens 
vom optischen System nur auf der mittleren Region 19 des 



G09812/0271 



~ 2523464 

Modulators 8 fokussiert. Diese mittlere Region hat eine bestimmte 
Durchlassigkeit, welche so gewahlt ist, daB ein Teil des hin- 
durchtretenden Lichtes absorbiert und der Rest weitergegeben 
vird. Das weitergegebene Licht wird bestimmend fttr die Hinter- 
grundbeleuchtung und Regionen des Objektes ohne Phasengradienten, 
urn es zu ermoglichen, daB man eine Phase oder ein Objekt mit 
deutlich sichtbaren Kontrastef f ekten betrachten kann. 

Zu beiden Seiten der mittleren Region 19 des Modulators 8 
sind die Region 20, bzw. 21 angeordnet . Jede der Regionen 19, 
20 und 21 hat eine unterschiedliche Durchlassigkeit, wobei die 
auBere Region 20 eine groBere Durchlassigkeit hat als die Region 19, 
deren Durchlassigkeit viederum groBer ist als die der Region 21. 
Ein Diagramm (Fig, 4) der Durchlassigkeit entlang des Durchmessers 
des Modulators zeigt eine der zahlreichen Alternativen in der 
Auswahl der Durchlassigkeit fiir die einzelnen Modulatorregionen . 
Wie aus dem Diagramm ersichtlich ist, verden Beziehungen darge- 
stellt, die nur als Beispiel dienen und die relativen Niveaus 
kbnnen davon abweichen. In Fig. 2A ist zvar ein Modulator mit 
einem mittleren Streifen 19 dargestellt, aber andere .Konf igurationen 
erfiillen ebenfalls den Zweck, solange eine bestimmte Region 
tatsSchlich von mindest ens einer anderen Region unterschiedlicher 
Durchlassigkeit umgeben oder mit dieser assoziiert ist. 

Angenommen ein transparentes Objekt oder ein Phasen- 
objekt befindet sich in der Objektebene 6. In einem derartigen 
Objekt kann, vie bereits ervahnt, die Amplitude oder die . 
Xntensitatsvariation des hindurchtretenden Lichtes mit einem 
gewohnlichen Mikroskop nicht beobachtet verden und daher kann 
man das Objekt vom Hintergrund nicht unterscheiden . Ein der- 
artiges Objekt hat jedoch einen Phasengradienten, der eine 
Richtungsphasenverschiebung des Bel'euchtungsstrahles verur- 
sacht. Der Phasengradient beruht auf den Unterschieden im 
Br e chungs index und in der Dicke. Daher bewirkt das Phasen- 
objekt, dafl Licht aus der mittleren Region 19 des Modulators 8 
heraus gebrochen wird. 

Angenommen, das zu betrachtende Objekt ist eine 
transparente flache Scheibe, vie viele Gevebszellen es sind.* 
Die Zelle unterscheidet sich in.ihrem Brechnungs index vom sie 
umgebenden Medium. Der Rand zvischen Zelle und Medium kommt 
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in der Form einem Prisma nahe. Licht, welches in die Objekt- 
ebene eintritt, in der sich die Zelle befindet, wird gegen 
die Grundflache des Prismas am unteren Ende der Zelle abge- 
lenkt. Dadurch wird das Bild des Fadens, bzw. der Lichtquelle 
in der Fourier Ebene auf die eine oder die andere Seite ver- 
schoben, je nach dem Brechungs index. Auf ahnliche Weise wird 
Licht, welches auf der anderen Seite der Zelle eintritt, 
annahernd einem Prisma begegnen, welches Licht auf die gleiche 
Weise nach der anderen Seite hin ablenkt . Ein Gradient, bzw. 
eine Neigung, kann als winziges Prisam betrachtet werden. 
Aufgrund aller dieser Brechungen ergibt sich eine Lichtab- 
lenkung von der mittleren Region aus, entweder nach der optisch 
weniger dichten Seite des Modulators oder nach der optisch 
dichteren Seite des Modulators. Bei der Bildung des .wirklichen 
Bildes vereinigt die Optik des Mikroskops Licht aus alien 
Abschnitten des Modulators, wobei die sich ergebende Inter- 
feres den Contrast im beobachteten Bild herstellt. Licht von 
Brechungsindexgradienten abgelenkt in die eine Richtung wurde 
mit groBerer Intensitat Ubertragen als Licht von Brechungs- 
indexgradienten abgelenkt in die andere Richtung. Wenn sich 
derartige Strahleh im Bild treffen, heben sie einander nicht 
auf. Es ergibt sich sodann ein sichtbares Bild fiir Phasen- 
objekte. 

Dieser Effekt ist vorhanden, wenn man bedenkt, daB 
die Fourier Transf ormationsebene nicht nur die raumlichen 
Frequenzen des Objektes verteilt sondern auch die maximale 
Energie fiir jeden Punkt auf dem Gradienten des Objektes. 

Der Begriff Kontrastmodulation bezeichnet ein System, 
welches Lichtamplitudenunterschiede urn eine mittlere Region 
sowohl in gr5£erer und in geringerer Intensitat erzeugt . 
Daher weisen die urn die mittlere Region angeordneteh Regionen 
eine starkere und eine geringere Durchiassigkeit auf, urn die 
oben beschriebenen Ergebnisse zu erzielen. 

Die Einfachheit des Modulators 8 ist bekannt und 
tatsachlich kann der Modulator 8 aus Film, wie er fur die 
Photographie verwendet wird, hergestellt werden. Die in Fig. 2A 
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dargestellte Oberflache kann erzielt verden, indem man den 
Film einfach gemaB der geviinschten Konf iguration und mit dem 
Licht, welches notig ist, urn die drei Regionen unterschied- 
licher Durchlassigkeit zu erhalten, belichtet. Es konnen auch 
andere Techniken angevendet werden, wie z.B. optische Uberziige 
auf Glas, Plastik, etc. Wie man sieht, ist es also moglich, 
Phasenobjekte mittels der Phasenkontrasttechnik und/oder der 
Interferenztechnik billiger zu betrachten. 

Ein idealisiertes Phasenobjekt ist in Fi ?^ 3 dar 9e~ 
stellt. Die Phase von Strahl 1 und 2 kann durch Q~ L ausgedrUckt 
verden, wobei J* der Phasenunterschied in Bezug auf eine 
Welle 5, e~ LK/ ^ist f velche nicht durch das Objekt hindurch- 
tritt. Die Phase von Strahl 3 und 4 kann durch C 1 ^ausgedrUckt 
we r den. 

Da 6~ -^Strahl 3 und6~ L ^ Strahl 4 ist, wobei 
K = (No-Nm)K. , worin No der Brechungs index des Phasenobjektes 
und Nm der Brechungsindex des umgebehden Mediums ist, so ist 
die Neigung der Ran der des Objektes, tan<?C, giei^ch a?: /aX. 
und ' da 4^ sich Null, n'ahert, nahert sich tanoC die 
Neigung Bzw. der Gradient fUr diese Darstellung ist bezogen 
auf z = xtano(. ; daher (j) = ktanc?G. Wenn man in der Fourier 
Transformationsebene nur eine seitliche Dimension betrachtet, 
kommt die Amplitude LI (0)einem Fourier Integral sehr nahe: 

UCe) - J e- L<?x e cix. 

1st d die Dimension des. Phasenobjektes, sodafl J> ~ X 
und ist 6 die Winkeldimension au£ der Fourier Ebene, ergibt 
sich fiir die Region A bis B folgende L5sung: 



Fur die Neigung C nach D ergibt sich: 
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Maximale Energie tritt in der Fourier Trans- 
format ionsebene auf t wenn: 

9±(f> - 0 J G * j£<f> 

daher kann eine Nullordnung (maximale Amplitude) nicht bei 
(9 ~ Qoder im Zentrum des Bildes der Licht quelle auftreten, 
venn ein Phasengradient vorhanden ist; Q ist direkt proportional 
dem Phasengradienten vom Zentrum und verteilt so die maximale 
Energie der Quelle vom Zentrum weg. Diese Energie kann durch 
die ttbertragungsfunktion in der Fourier Ebene in der Form 
eines Modulators selektiv absorbiert verden. Die Modulator- 
regionen (Fig. 4) bestehen aus einem schmalen mittleren " 
Streifen 19 und aus Seitenregionen 20 und 21. Die Dimensionen : 
in der Fourier Transformationsebene sind:die dichteste Region 
des Modulators GH, 21, die mittlere Region HK, 19 und die 
weniger dichte Region £L, 20, wobei H und K + 0<^entsprechen. 
G und L, die breiteste Dimension des Modulators entspricht 
+ F)Cp dem Winkel, der die Grenz'frequenz der tfbertragungs- 
funktion des optischen Systems darstellt . In Fig. 4B wird die 
Ubertragungsfunktion T (eine von vielen Moglichkeiten) so 
gewahlt, daB 

TBoo to ?>> T± Bc^> ? T-Q^to -<9c 

■ * 

Die Intensitatsvariation fUr das Objekt gemaB Fig. 3 
ist in Fig. 5 dargestellt und fttr ein Objekt mit abgerundeten 
Kanten ist sie in Fig. 6 dargestellt. Die Bildintensitats- 
variationen im oberen Teil von Fig. 5 und 6 stellen die 
Kontrastmodulation von Phasengradienten dar. 

Die Empf indlichkeit dieses Verfahrens, Fhasenobjekte 
sichtbar zu machen, hangt ab von der Breite des Fadenbildes und 
vom Verhaltnis der Durchlassigkeit der drei Abschnitte des 
M 0 dulators . 

Die relative Durchlassigkeit der drei verschiedenen 
Regionen des Modulators kann so gewahlt werden, daB maximaler 
" Kontrast erzielt vird. Licht, das durch die mittlere Region des 
Modulators weitergegeben wird, wird zur Hintergrundbeleuchtung 
des Bildes. Ein dunkelgrauer Hintergrund bietet maximalen 
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Kontrast fur beleuchtete Brechungsindexgradienteri . Zwischen 
den Modulatorregionen, die sich zu -beiden Seiten der mittleren 
Region befinden, muB ein Intensitatsunterschied bestehen. Fur 
den mittleren Schlitz wahlt man eine ziemlich geringe Durch- 
lassigkeit, wodurch sich ein relativ dunkelgrauer Hintergrund 
ergibt. Die Region 21 hat ungefahr eine halb so groBe Durch- 
lassigkeit vie die mittlere Region; die Durchlassigkeit der 
Region 20 wird mit annahernd 100% gewahlt . Das Verhaltnis 
zwischen der Durchlassigkeit der Regionen 20, 21 ist ein 
MaBstab.der moglichen IContrastmodulat ion . In dem MaBe, in dem 
das Verhaltnis zunimmt, nimmt auch der Kontrast zwischen zwei 
Seiten kleiner Objekte zu. Ein weiterer Vorteil dieser Wahl 
der Durchlassigkeit fiir die Regionen 20, 21 besteht darin, 
daB sich ein dreidimensionales Bild beobachten laBt . Bin 
weiteres Ergebnis dieser Wahl der Modulatordurchlassigkeit 
besteht darin, daB die achsiale Interf erenzebene in der 
Bildebene auBerst schmal ist, sodaB das sogenannte- optische 
Aufteilen auftreten kann. In vielerlei Hinsicht ist das 
Erscheinen des Bildes in dieser Art von Mikroskop, namlich 
im Kontrastmodulationsmikroskop , ahnlich der Erscheinung im 
Dif f erenzinterf erenzkontrastmikroskop . 

Haben die drei oder mehr Modulatorregionen verschiedene 
Farben, so kann man im Bild zusatzliche Information uber das 
Objekt erhalten. FUr die mittlere Region 19 ist Blau zu 
empfehlen, was einen blauen Hintergrund fur jene Teile des 
Bildes ergibt, die'keine Phasengradienten darstellen. Das Auge 
ist der blauen Farbe gegeniiber am wenigsten empf indlich. Die 
anderen Farben heben sich starker ab und bieten eine grSBere 
Identif izierung von Gradienten. Die Farbenauswahl fUr die 
anderen Regionen kann vielfaltig sein. In diesem Beispiel 
wird in Region 21 Rot und in Region 20 Gelb gewahlt. in der 
Bildebene haben ahnliche Brechungsindexgradienten gleiche 
Farben.- Wird die optisch plane Glasplatte 4 senkrecht zur 
optischen Achse gekippt, so wird das Bild des Fadens auf die 
eine oder die andere Seite der mittleren Abstimmregion 19 
des Modulators 8 verschoben. Diese Verschiebung des Licht- 
strahles andert die Hintergrundbeleuchtung, welche nun eine 
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Mischung von Strahlen aus der raittleren Region und aus der 
Region, in velche das Bild verschoben vurde, ist. Das AusmaB 
der Kontrastmodulation vird fiir Neigungen in der Verschiebungs- 
richtung reduziert und ftir Neigungen in der anderen Richtung 
vergroBert. Das Auge kann ahnliche Gradienten in Farbe leichter 
unterscheiden als durch einen Modulator mit neutraler Densitat. 
Farbe vird daher ahnliche Strukturen deutlicher erscheinen 
lassen. Ein bedeutender Vorteil dieses Kontrastmodulations- 
mikroskops besteht darin, daB die fSrbigen Abschnitte des 
Modulators, vie bereits ervahnt, mit einem Modulator neutraler 
Densitat mit unterschiedlicher Lichtdurchlassigkeit gevahlt 
verden kann. Es vird dann ein dreidimensionaler Effekt 
beobachtet, veil der Modulator neutraler Densitat mit einem 
farbigen Bild kombiniert vird. In diesem neuartigen Mikroskop, 
dem Kontrastmodulationsmikroskop, konnen Farbentrennung und 
tfbertragung neutraler Densitat unabhangig voneinander und von 
der Einstellung der Optik gevahlt verden und konnen der Natur 
des zu untersuchenden Objektes angepafit verden, vas mit einem 
Interferenz- oder Phasenkontrastmikroskop nicht moglich ist. 

Gevttnschtenfalls kcjnnen die drei verschiedenen 
Modulatorregionen so beschaffen sein, daB sie verschiedene 
Phasenanderungen schaffen, in gevissem Sinne ahnlich der 
Phasenplatte in einem Phasenkontrastmikroskop, aber vollig 
verschieden in der Arbeitsveise . Das vorhin beschriebene 
Prinzip der unterschiedlichen Durchlassigkeit fur die drei 
Modulatorregionen erzeugt ein Bild von Phasenobjekten, jedoch 
ohne Lichthof. Die Kontrastmodulationstechnik zeigt, daB ein 
GroBteil der Lichthof erzeugung auf Phasengradienten zurUckzu- 
ftthren ist, velche im Kontrastmodulationsmikroskop deutlich 
sichtbar gemacht verden. Phasengradienten verursachen einen 
Lichthof und verdunkeln die Information im Phasenkontrast- 
mikroskop. 

Das Prinzip der Kontrastmodulation kann auf ein 
Mikroskopiersystem fiir ref lektiertes Licht angevendet verden, 
vie dies in Fig. 7 gezeigt ist. Die vervendete Optik ist die 
gleiche vie fUr ein Verbundmikroskop unter Vervendung von 
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Episkop-Beleuchtung . Das Licht aus der Lichtquelle 22 wird 
durch eine Linse 23 gesammelt und tritt durch die Strahlen- 
verschiebungssteuerung .26 . Die Lichtquelle 22 ist wiederum 
eine Lampe mit rechteckigem oder bandformigem Faden, wie 
vorhin beschrieben. Der Kondensor 25 wirft das Licht auf 
einen Strahlenauf teiler 27 9 velcher einen Strahl durch das 
Objektiv 28 auf ein opakes Objekt 29 lenkt . Das vom opaken 
Objekt reflektierte Licht tritt durch das Objektiv in die 
Fourier Transf ormationsebene 30 , wo sich der Modulator be- 
findet. Die Lichtstrahlen treten durch den Modulator in die 
Bildebene 31 , welche durch das Okular 32 vergrolBert und im 
Auge 33 abgebildet wird. Fur das Mikroskop, welches mit re- 
flektiertem Licht arbeitet, besteht die gleiche Vielfalt an 
Modif ikationen vie ftlr das Mikroskop, welches mit Uber- 
tragenem Licht arbeitet. 

Insbesondere bezugnehmend auf die Konf iguration des 
Modulators sind geeignete Ausfuhrungsf ormen in Fig, 8, 9 und 
10 dargestellt. 

In Fig. 8 ist eine weitere Ausf uhrungsf orm eines 
erf indungsgemaflen Modulators 30 dargestellt. 

Der Modulator 30 , der, vie dargestellt, ein planares 
Stiick Photofilm sein kann, hat eine lichte Flache 31 und eine 
versetzte (offset) Flache 32. Die lichte Flache hat eine 
Durchlassigkeit von praktisch 100% und gestattet so dem 
Licht vom Objekt direkt hindurchzutreten . Die versetzte Flache 
32 hat eine geringe Durchlassigkeit von wesentlich weniger 
als 100% und ist nach einer Seite hin versetzt. 

Das Bild des Fadens oder das Bild einer geeigneten 
Lichtoffnung wird innerhalb der Flache 32 fokussiert r vie 
dies durch 33 bezeichnet ist. Ist kein Objekt in der Objekt- 
ebene vorhanden, wird das Licht, das vom Faden oder von einer 
schlitzformigen Sffnung aus stromt innerhalb der Flache 32 
des Modulators 30 konzentriert p welcher sich in der vorhin 
beschriebenen Fourier Bbene befindet. Im versetzten Modulator 
gemafi Fig. 8 tritt das Licht, welches absorbiert worden ware, 
nicht in die Bildebene durch. Das entspricht den vorhin be- 
schriebenen Modulator-Konf igurationen gemaB Fig. 2A; in 
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jenem Modulator tritt das Licht der Gradienten, welche die 
dunkle Seite des mittleren Modulators passieren wttrde, auch 
nicht in die Bildebene ein. 

Fig. 9 veranschaulicht eine veitere Modulator- 
Konf iguration . 

Die mittlere Region 38 ist an ihrer Peripherie von 

den Streifen 36, 37, 39 und 40 umgeben. Jeder dieser Streifen 

hat eine unterschiedliche Durchiassigkeit , sodaB diese Kon- 

figuration als variabler Modulator wirkt . Die periphere Region 

« 

kontrolliert , vie bereits erwahnt, den Hintergrund des Bildes 
und Regionen ohne Gradientendensitat . 

Da der Contrast von der Int ens it at des Hintergrundes 
abhangt, kann der Contrast des Systems variiert werden, indem 
man den achsentf ernten Schlitz oder das Fadenbild auf eine der 
Regionen 36, 37, 39 oder 40 abstimmt. 

Wie aus der Zeichnung hervorgeht, wird die schlitz- 
formige Qffnung bzv. der Faden irinerhalb der mit 36 be- 
zeichneten Region fokussiert. Die Offnung, bzw. der Faden 
konnte auch in den Regionen 37, 39 oder 40 abgebildet oder 
fokussiert werden, urn dem betrachteten Bild verschiedene 
Kontrastverhaltnisse zu geben. 

In Fig. 10 ist ein Ringraum 45 dargestellt, welcher 
eine freie Region 46 eines Modulators 47 umgibt. Der Schlitz 
oder das Fadenbild 48 vird in der Fourier Ebene fokussiert, 
vo sich, vie bereits ervahnt, der Modulator 47 befindet. In 
dieser Anordnung braucht ein achsentf ernter Schlitz oder 
ein Fadenbild nicht mit einer besonderen Orient ierung nach 
dem Modulator ausgerichtet werden. Der Schlitz -oder das Licht- 
bild muB nur in die vom Ring umgrenzte Region 45 fallen. 

Die Configuration gemafl Fig. 10 macht auf diese 
Weise die Ausrichtung ftir jedes Mikroskop tiberf ltissig . 

Die vorhin beschriebenen Modulatoren verstarken 
das Bild und ermcjglichen es, sogenannte transparente Objekte 
zu betrachten. Die Theorie der Arbeitsweise, wie sie in den 
mathematischen Beispielen dargestellt wurde, steht in Binklang 
mit bekannten Brechungsf ormeln . 
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Die Scharfe ist abhangig vom Ausgangslichtloch 
der Fourier Bbene f welches annahernd der freien Region des 
Modulators entspricht. In einem symmetrischen System, in dem 
die mittlere Region des Modulators auf der optischen Achse 
liegt, nahert sich die Scharfe der Formel 

/t /ma °^ 

Equivalent der axialen Beleuchtung. Fur maximale Scharfe ist 
die mittlere Region zum Rand des Ausgangslichtloches hin ver- 
setzt; dann befindet sich die dunkle Seite des Modulators 
auBerhalb des Ausgangslichtloches. Unter diesen Bedingungen 
nahert sich die Scharfe: 

A fz/VA Obj 

einer schrag einfallenden Beleuchtung. Die Lage der maximalen 
Energie fiir Gradienten ist @ & i±(f), wobei i der Winkel des 
einfallenden Lichtes ist. 

So kann entveder in einem symmetrischen oder in 
einem nicht symmetrischen (versetzten) System die Amplitude 
der Lichtstrahlen beeinflufit werden, urn das Betrachten des 
transparenten Objektes zu ermSgl ichen . 

Wahrend die Erf in dung, wie vorhin beschrieben, ins- 
besondere auf dem Gebiet der Mikroskopie angevendet vird, gibt 
es natiirlich noch viele andere AnwendungsmSglichkeiten fur die 
Kontrastmodulationstechnik und der Fachmann kann sich noch 
andere Ausf Uhrungsf ormen vorstellen, ohne dabei vom Geist 
und vom Umfang der Erfindung abzuweichen. 
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Patentansprttche: 

Optisches System, insbesondere geeignet zur Verwendung in 
der Mikroskopie und geeignet zum Betrachten von Phasen- 
objekten mithilfe eines Lichtstrahles, gekennzeichnet durch 

a) eine in einem bestimmten optischen Weghinter dem Objekt 
angeordnete Fourier Ebene, 

b) eine Einrichtung, die Regionen unterschiedlicher Densitat 
aufweist, in der Fourier Transf ormat ionsebene angeordnet 
ist und den Abschnitten der Phasengradienten des Objektes 
entspricht, welche sich aus mittels dieser Einrichtung 
durchgefUhrten Modif ikationen der Amplitude des Licht- 
strahles relativ urn eine 'bestimmte Region sovohl in 
grofierer als auch geringerer Intensitat ergeben, und durch 

c) eine Lichtquelle, welche in einer der Fourier Ebene kon- 
jugierten Ebene angeordnet ist und zur Beleuchtung des 
Objektes dient , vobei die Lichtquelle aus einer Lampe 
mit einem relativ planaren Faden besteht, urn eine Licht- 
spur zu erzeugen, die in der bestimmten Region der Ein- 
richtung registriert verden kann. 

Optisches System nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB 
die Lampe einen Bandfaden aufweist, 

Optisches System, insbesondere geeignet zum Betrachten eines 
Phasenobjektes, gekennzeichnet durch: 

a) eine erste Einrichtung zur Beleuchtung des Phasenobjektes, 
wobei die Einrichtung ein vorherbestimmtes Bild hat, 

b) eine Linse zum Fokussieren des Bildes in einer vorher- 
bestimmten Ebene, woberraumliche Frquenzen des Objektes 
und relativ maximale Energie fiir jeden Punkt auf dem 
Gradienten des Objektes verteilt werden, und 

c) eine zweite in der Ebene angeordnete Einrichtung zum 
selektiven Absorbieren von Energie je nach dem Gradienten 
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des Objektes, urn dem Betrachter zu ermoglichen, das 
Phasenobjekt aufgrund der Arbeitsweise der zweiten 
Einrichtung mit sichtbaren Kontrasteff ekten zu betrachten, 
wobei die zweite Einrichtung urn eine zentrale Region 
Energie sowohl in groflerer als auch geringerer Intensitat 
absorbiert. 

Optisches System nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet , 
dafl die erste Einrichtung eine Lampe mit einem relativ 
rechteckigen Faden ist, welcher in der Ebene registriert 
werden kann . 

Mikroskop umfassend eine Einrichtung zum Halten eines 
Objektes in Objektposition, eine Einrichtung, welche einen 
Lichtstrahl zur Beleuchtung des Objektes liefert, eine 
Kondensorlinse zum Konzentrieren des Strahles auf die 
Objektposition, ein auf die Objektposit ion fokussiertes 
Objekt zum Auffangen des Strahles, nachdem er das Objekt 
verlassen hat, und eine Bildebene zum Betrachten oder 
Anzeigen des Objektes, gekennzeichnet durch 

a) eine Lichtquelle mit einer bestimmten Lichtspur, ange- 
ordnet in einer vorherbestimmten Ebene, wobei die Ebene 
eine zweite konjugierte Ebene definiert, in welcher 
sowohl die raumlichen Frequenzen des Objektes als auch die 
maximale Energie fur jeden Punkt auf dem Gradienten des 
Objektes verteilt werden konnen, und 

b) eine Einrichtung, welche in der konjugierten Ebene 
angeordnet ist und zum Verteilen des in der Bildebene 
hindurchtretenden Lichtes dient, wobei die Einrichtung 
Regionen unterschiedlicher Durchlassigkeit aufweist, 
welche Phasengradienten in sichtbare Kontrast information 
umwandeln konnen, wodurch ein Phasenobjekt betrachtet 
oder gezeigt werden kann, wobei mindestens zwei Regionen 
der Regionen unterschiedlicher Durchlassigkeit Flachen 
umfassen, die im wesentlichen eine Halfte der kon- 
jugierten Ebene ausmachen. 
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7. Mikroskop nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet , daB 

die Lichtquelle eine Lampe mit einem relativ eng gevendelten 
Faden ist, velcher in der konjugierten Ebene registriert 
werden kann. 

8. Mikroskop umfassend eine Binrichtung zum Halt-en eines 
Objekt.es' in einer Objektposition, eine Lichtquelle, velche 
in einer der Fourier Ebene konjugierten Ebene angeordnet 
ist und eine vorherbestimmte Lichtspur hat, eine Kondensor- 
einrichtung, velche auf die Lichtspur der Lichtquelle reagiert, 
ein auf die Objektposit ion fokussiertes Objektiv zum Auf- 
fangen der Lichtspur nach Verlassen des Objektes, eine 
Einrichtung zur Anzeige des virklichen Bildes und eine 
Einrichtung mit Regionen unterschiedlicher Densitat, welche. 
Einrichtung in der der Ebene konjugierten Fourier Trans- 
format ionsebene angeordnet ist und den Abschnitten der 
Phasengradienten des Objektes entspricht, welche sich aus 
mittels dieser Einrichtung durchgefUhrten Mod if ikationen 

der Amplitude des Lichtstrahles relativ urn eine bestimmte 
Region sovohl in groSerer als auch geringerer Intensitat 
ergeben, vodurch beim Untersuchen eines transparenten Objektes 
mit Phasengradienten die Einrichtung zur Anzeige des Bildes . 
das Objekt mit sichtbaren lontrastef f ekten anzeigt. 

9. Mikroskop nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Lichtquelle eine Lampe mit einem im allgemeinen 
rechteckigen , eng gewendelten Faden ist. 

0. Mikroskop gekennzeichnet durch 

a) eine Lichtquelle, welche eine relativ rechteckige Licht- 
spur hat und in einer vorherbestfimmten Ebene angeordnet 
ist, 

■ 

b) eine Einrichtung zum Fokussieren der Lichtspur in einer 
Fourier Transf ormationsebene, wobei rMumliche Frequenzen 
des Objektes und relative maximale Energie fUr jeden 
Punkt auf dem Gradienten des Objektes verteilt werden, • 
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c) einen Modulator mit einer mittleren Region von bestimmter 
Durchlassigkeit und zvei benachbarten Regionen mit unter- 
schiedlicher Durchlassigkeit voneinander und von der 
mittleren Reg ion , vobei der Modulator in der Fourier 
Transformationsebene angeordnet ist und dazu dient, die 
Amplitude der Lichtspur zu Sndern, velche von einem Objekt 
je nach der Durchlassigkeit der einzelnen Regionen 
reflektiert wird, und 

■ 

d) eine Einrichtung zur Anzeige der geanderten Amplitude der 
Lichtspur, urn das Objekt betrachten zu konnen. 

11. Mikroskop nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die : 
Lichtquelle eine Lampe mit einem Faden ist, dessen Licht- 
spur in der zweiten Ebene fokussiert verden kann. 

12. Kontrastmodulationsmikroskop umfasssend eine Lichtquelle 
zur Beleuchtung des Objektes, eine Kondensoreinrichtung 
zum ronzentrieren des Lichtstrahles auf die Objektposit ion, 
ein auf die Objektposition fokussiertes Objekt zum Auffangen 
des Strahles nach Verlassen des Objektes f einen in der 
Fourier Transformationsebene angeordnet en Modulator zum 
Verteilen des in der. Bildebene hindurchtretenden Lichtes, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Lampe einen relativ 
planaren Faden aufweist, urn eine Lichtspur zu schaffen, 
welche in der Fourier Transformationsebene fokussiert 
werden kann . 
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